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Abstract 



Dye-labeled oligonucleotide (I) for labeling a nucleic acid molecule containing a target sequence has a stem- 
loop structure with a fluorophore on one side of the stem and a fluorescence quencher on the other side, the 
quencher ceases to quench the fluorophore when the loop hybridizes to the target sequence The 
oligonucleotide (I) comprises: (a) a loop section containing a sequence complementary to the target 
sequence; (b) a first stem section (S1) of at least three nucleosides at one end of the loop section; (c) a 
second stem section (S2) of at least three nucleosides at the other end of the loop section, capable of 
hybridizing to S1 ; and (d) a fluorophore linked to S1 . S2 has at least one quencher nucleoside that quenches 
the fluorescence of the fluorophore by photo-induced electron transfer when the fluorophore and quencher 
nucleoside are close enough. The sequence of S1 and the position of the fluorophore result in the 
fluorophore and quencher nucleoside being close enough for quenching to occur when S1 and S2 are 
hybridized together. Fluorescence quenching does not occur when the loop section is hybridized to the 
target sequence and S1 and S2 are no longer hybridized together. Independent claims are also included for 
the following: (1) a method for detecting a nucleic acid molecule having a target sequence, comprising 
hybridizing (I) with the nucleic acid molecule in a solution and adjusting the pH of the solution to 2-4 before 
detecting the fluorescence signal; and (2) a method for detecting a nucleic acid molecule having a target 
sequence, comprising hybridizing (I) with the nucleic acid molecule in a solution, exciting the fluorescence of 
the fluorophore, and determining the fluorescence decay behavior. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen en t no m men 

Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid zum Markieren eines Nukleinsauremolekuls 



Ein Oligonukleotid (10) dientals Nukleinsauresonde. Es 
besteht aus einem Schleifenabschnitt (18), der eine zu ei- 
ner Zielsequenz eines Nukleinsauremolekuls komple- 
mentare Schleifensequenz aufweist, sowie aus beiden 
Enden des Schleifenabschnitts (18) angeordneten Stiel- 
abschnitten (14, 16), die miteinander hybridisieren kon- 
nen, um das Oligonukleotid (10) zu einer Schleife zu 
schliefcen. Nur einer der Stielabschnitte (14) ist mit einem 
Fluoreszenz-Farbstoff (12) markiert. Der andere Stielab- 
schnitt (16) enthalt Guanosin (6). Guanosin loscht die 
Fluoreszenz des Farbstoffs (12) durch photoinduzierten 
Elektronentransfer r sofern Farbstoff (12) und Guanosin (6) 
sich in hinreichender raumlicher Nahe befinden. Dies ist 
gegeben, wenn die Stielabschnitte (14, 16) miteinander 
hybridisieren und das Oligonukleotid (10) zu einer Schlei- 
fe schliefcen. Hybridisiert dagegen der Schleifenabschnitt 
(18) mit dem Zielsequenzabschnitt, so offnet sich das Oli- 
gonukleotid (10), was den Abstand zwischen Farbstoff 
(12) und Guanosin (6) vergrofSert. Das Oligonukleotid 
kann dann durch seine Fluoreszenz nachgewiesen wer- 
den, deren Starke ein spezifisches Mate fur das Vorhan- 
densein von Nukleinsauremolekulen mit der Zielsequenz 
ist. 




Ul 

a 



JNSDOCID: <DE_19858588A1 J_> 



BUNDESDRUCKEREI 12.99 902 068/641/1 



16 



DE 198 58 

1 

Beschreibung 

Die Erfindung bezicht sich auf ein farbstoffmarkiertes 
Oligonukleotid zum Markieren eines einen Zielsequenz-Ab- 
schnitt aufweisenden Nukleinsauremolekuls, wobei das 5 
farbsioffinarkierte Oligonukleolid folgende Komponenlen 
aufweist: einen Schleifenabschnilt, der eine zur Zielsequenz 
ini wesentlichen komple men tare Schleifensequenz auf- 
weisi; einen an eineni Ende des Schleifenabschnitis ange- 
ordneten ersten Stielabschnitt mit mindestens drei Nukleosi- 10 
den; einen ani anderen Ende des Schleifenabschnitis ange- 
ordneten zweiten Stielabschnitt mit mindestens drei Nukleo- 
siden, wobei die beiden Stielabschnitte intraniolekular hy- 
brid! si eren konnen; und einen Fluorophor, der an einer Posi- 
tion des ersten Stielabschnitts gebunden ist. 15 

Die Erfindung bezieht sich ferner auf die Verwendung des 
farbstoffniarkierten Oligonukleotids zum Markieren eines 
cincn Zielsequenz-Abschnitt aufweisenden Nuklcinsaurc- 
niolekuls in einer Losung und auf zwei Verfahren zum 
Nachweisen eines einen Zielsequenz-Abschnitt aufweisen- 20 
den Nukleinsauremolekuls in einer Losung. 

Die eingangs genannten farbstoffniarkierten Oligonu- 
kleotide werden haulig "Nukleinsauresonden" genannt. Sie 
spielen eine zentrale Rolle bei der schnellen und empfindli- 
chen Delektion spezifischer, bekannter Nukleinsauremole- 25 
kule (DNA oder RNA) in biologischen Proben in der Mole- 
kuiarbiologie und Biotechnologie. Zu speziellen Anwen- 
dungen gehoren unter anderem die medizinische Fruherken- 
nung einer bakteriellen oder viralen Infektion, die Forensik, 
der Einsatz in der DNA/RNA-Ampliflzierung durch PCR 30 
oder durch andere Techniken, in der Fruhdiagnose eines ge- 
netischen Fehlers sowie bei der Diskriminierung zwischen 
ahn lichen Organisnien und Allelen. 

Es sind verschiedene Verfahren zur Erkennung und Men- 
genbestimmung von Nukleinsauren bekannt. Das weit ver- 3.S 
breitete Southern-Blotting- Verfahren zeichnet sich durch 
zeitraubende Arbeitsschritte und eine schlechte Empfind- 
lichkeit aus. 

Ein neueres, elegantes Verfahren zum Nachweisen eines 
spezifischen Nukleinsauremolekuls verwendet die soge- 40 
nannten "Molecular Beacons" (Tyagi et al. 1996, Nature 
Biotechnology 14, 303-308; Kostrikis et al. 1998, Science 
279, 1228-1229) Molecular Beacons sind farbstoffmar- 
kierte Oligonukleotide, die die eingangs genannte Stiel- 
Schleifen-Struktur haben. An den beiden freien Enden der 45 
Stielabschnitte (dem 3'- und dem 5'-Ende) ist jeweils ein 
Fluorophor gekoppelt. Der eine Fluorophor dient als Fluo- 
reszenz-Farbstoff und der andere als Quencher-Farbstoff, 
der die Fluoreszenz des Ruoreszenz-Farbs toffs bei hinrei- 
chender raumlicher Nahe durch Foerster-Energietransfer 50 
ioscht. 

Die Sequenzen der Stielabschnitte an beiden Enden der 
Molecular Beacons sind derart gewahlt, daB dann. wenn 
sich der Molecular Beacon faltet, die Stielabschnitte aus- 
schlieBlich aneinander, nicht aber mit anderen Abschnitten 55 
des Oligonukleotids hybridisieren. Im Zustand der hybridi- 
sierten Stielabschnitte ist der Abstand zwischen dem Fluo- 
reszenz- Farbstoff und dem Quencher- Farbstoff hinreichend 
klein, so daB der Fluoreszenz- Farbstoff auch bei geeigneter 
Anregung mil Licht nicht fluoresziert. 6*D 

Der Schleifenabschnitt weist eine Sequenz auf, die zur 
Sequenz des Zielsequenz- Abschnitts kompleinentar ist. Be- 
finden sich die Molecular Beacons und die Zielsequenz auf- 
weisende DNA/RNA-Molekule gemeinsam in einer Lo- 
sung, so konnen die Schlcifcnabschniltc und die Ziclsc- 65 
quenz-Abschnitte hybridisieren. Die Sequenzen und Langen 
der Stiel- und Schleifenabschnitte sind derart gewahlt, da6 
sich der Molecular Beacon unter Losung der Hybridisierung 
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der beiden Stielabschnitte entfaltet. Infolge der Entfaltung 
wird der raunilichc Abstand zwischen deni Fluoreszenz- 
Farbstoff und dem Quencher-Farbstoff stark vercroBcrt. Der 
Fluoreszenz-Farbstoff kann dann zur Fluoreszenz angeregt 
werden. 

Beobachtet man kontinuierlich die Fluoreszenz-Intensitat 
des Fluoreszenz-Farbstoff s, so kann ein Anstieg festgestellt 
werden, wenn die Molecular Beacons die Zielsequenz- A b- 
schnitte der Nukleinsauremolekule aufspuren und an diesen 
hybridisieren. Auf diese Weise konnen die Nukleinsauremo- 
lekule quantitativ nachgewiesen werden. 

Der Nachteil dieser Art von Molecular Beacons liegt in 
ihrer relativ aufwendigen Synthese, da das Oligonukleolid 
sowohl am 5'- als auch am 3-Ende spezifisch mil dem Fluo- 
reszenz- bzw. dem Quencher-Farbstoff markiert werden 
muB. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, den Nachweis 
eines Nukleinsauremolekuls mit Hilfc eines farbstoffniar- 
kierten Oligonukleotids zu verbessern. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch ein farbstoff- 
markiertes Oligonukleotid mit den Merkmalen des An- 
spruchs 1, durch die Verwendung des farbstoffniarkierten 
Oligonukleotids geniaB Anspruch 10 sowie durch ein Ver- 
fahren mit den Merkmalen des Anspruchs 11 bzw. 12 gelost. 

Die Erfindung geht von der Erkenntnis aus, daB die Fluo- 
reszenz verschiedener Huorophore durch Nukleoside iiber 
einen photoinduzierten Elektronen transfer geloscht werden 
kann (Sauer et al. 1995 ? J. Ruoresc. 5, 247-261 : Seidel et al. 
1996 ? J. Phys. Chem. 100, 5541-5553). Die Effizienz der 
Fluoreszenzloschung durch photoinduzierten Elektronen- 
transfer hangt stark vom Abstand zwischen dem Fluorophor 
und dem Nukleosid ab, d. h. nur bei einem geringen Abstand 
zwischen Fluorophor und dem geeigneten Nukleosid (in ei- 
nem Einzel- oder Doppelstrang) tritt eine spiirbare Fluores- 
zenzloschung auf. Es wurde festgestellt, das beispielsweise 
ein Guanosin, das mehr als 4 Basen von der Kopplungsstelle 
des Fluorophors entfernt ist, keinen merklichen EinfluB auf 
die Fluoreszenzfahigkeit des Fluorophors hat, sofern der 
Fluorophor nur iiber einen sehr kurzen Spacer an das zuge- 
horige Nukleosid gebunden ist. Dies gilt sowohl fur ein 
Guanosin ini Strang des Fluorophors als auch fur solche im 
gegen uberliegenden S trang . 

Bei dem erfindungsgemaBen farbstoffmarkierten Oligo- 
nukleotid weist der zweite Stielabschnitt mindestens ein 
Quencher-Nukleosid auf, welches die Fluoreszenz des Fluo- 
rophors bei hinreichender raumlicher Nahe zwischen Fluo- 
rophor und Quencher-Nukleosid durch photoinduzierten 
Elektronentransfer loscht. Die Sequenz des ersten Stielab- 
schnitts und die Position des Fluorophors sind derart ge- 
wahlt, daB im hybridisierten Zustand der beiden Stielab- 
schnitte eine fur eine Fluoreszenzloschung hinreichende 
raumliche Nahe zwischen dem Fluorophor und dem Quen- 
cher-Nukleosid vorliegt, und daB bei Hybridisierung des 
Schleifenabschnitis mil dem Zielsequenz-Abschnitt und 
Auflosung der Hybridisierung der Stielabschnitte keine 
Fluoreszenzloschung des Fluorophors auftritt. 

Ein solches farbstoffmarkiertes Oligonukleotid (bzw. eine 
solche Nukleinsauresonde) hat eine Reihe von Vorteilen. Es 
wird nur ein einziger Fluorophor benotigt. Dadurch verein- 
facht sich die Synthese. Da der Mechanismus der Fluores- 
zenzloschung durch photoinduzierten Elektronentransfer 
genau verstanden ist, kann auch eine gezielte Optimierung 
der Fluoreszenzloschung vorgenommen werden. 

Fur eine effiziente Loschung mtissen Nukleosid und Fluo- 
rophor aufcinandcr abgcstimmt scin. Von den natiirlich vor- 
kommenden Nukleosiden hat Guanosin die starkste 16- 
schende Wirkung auf Rhodamin-Farbstoffe. Die Loscheffi- 
zienz kann dadurch erhoht werden, daB 7-Deaza-Guanosin 
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als Quencher- Nukleosid verwendet wird. In beiden Fallen 
bietel es sich an, daB alle weiteren Nukleoside des zweiten 
Stielabschnitts Guanosine sind. Entsprechend konnen als 
Nukleoside des ersten Stielabschnitts Cytiriine gewahlt wer- 
den. 

Die Sequenz des ersten Stielabschnitts kann derart ge- 
wahlt werden, daB der erste Stielabschnitt nicht mil eineni 
an den Zielsequenz-Abschnitt angrenzenden Abschnitl des 
Nukleinsauremolekuls hybridisieren kann. Andernfalls 
konnte der Fluorophor des ersten Stielabschnitts in die Nahe 
eines als Quencher wirkenden Guanosins geraten. 

Als weiteres Quencher-Nukleosid kann 7-Deaza-Adeno- 
sin verwendet werden. Durch Einsatz von 7-Deaza-Adeno- 
sin als Quencher wird der Loscheffekt auf den Fluorophor 
im Vergleich zum unniodifizierten Guanosin drastisch ge- ^ 
steigert. Wenn 7-Deaza-Adenosin als Quencher-Nukleosid 
eingesetzt wird, wird das Fluorophor vorteilhafterweise an 
Thymidin (im Fallc von DNA-Molckulcn) odcr an Uridin 
(im Falle von RNA-Molekulen) gekoppelt. Diese Nukleo- 
side gehen bei einer Hybridisierung der beiden Stielab- 20 
schnitte eine Basenpaarung mit dem 7-Deaza-Adenosin ein. 

Verwendet man 7-Deaza-Adenosin als Quencher-Nukleo- 
sid am zweiten Stielabschnitt und koppelt den Fluorophor 
an Thymidin oder Uridin, so liegt bei einer Hybridisierung 
des ersten Stielabschnitts mil einem Abschnitl des Nuklein- 25 
sauremolekiils dem Fluorophor im Doppelstrang ein natiirli- 
ches, unmodifiziertes Adenosin gegeniiber. Dieses laBt die 
Fluoreszenz des Fluorophors im wesent lichen unbeeinfluBt. 
Daher kann eine Hybridisierung des ersten Stielabschnitts 
mil einem an den Zielsequenz-Abschnitt angrenzenden Ab- 30 
schnitt des Nukleinsauremolekuls zugelassen werden, so- 
fern die Sequenzen des ersten Stielabschnitts und des Ziel- 
sequenz-Abschnitts derart gewahlt werden, daB sich kein 
Guanosin in der Nahe des Fluorophors beflndet. Durch die 
Hybridisierung des ersten Stielabschnitts an einem Ab- 35 
schnitt des Nukleinsauremolekuls beflndet sich das Fluoro- 
phor in einer wohldefinierten Umgebung. Unkontrollierbare 
Hybridisierungen mit anderen Nukleinsauremolekiilen in 
der Losung werden dadurch vennieden. 

Guanosin, 7-Deaza-Guanosin und 7-Deaza-Adenosin 40 
konnen auch gemischt im zweiten Stielabschnitt verwendet 
werden. 

Eine besonders einfache Synthese des farbstoffmarkierten 
Oligonukleotids kann dann erreicht werden, wenn der erste 
Stielabschnitt am 5'-Ende des Schleifenabschnitts angeord- 45 
net ist und der Fluorophor terminal am endstandigen Nu- 
kleosid gekoppelt ist. 

Eine weitere vorteilhafle Moglichkeit eroffnet sich, wenn 
der erste Stielabschnitt am 3-Ende des Schleifenabschnitts 
angeordnet ist, der Fluorophor terminal am endstandigen 50 
Nukleosid des ersten Stielabschnitts gekoppelt ist und das 
5*-Ende des zweiten Stielabschnitts fur eine Immobilisie- 
rung funktionalisiert ist. Auf diese Weise konnen die Nukle- 
insauresonden z. B. auf einem DNA-Chip immobilisiert 
werden. Letzterer kann eine Hybridisierung durch ein Fluo- 55 
reszenzsignal anzeigen. 

Das 5'-Ende des zweiten Stielabschnitts kann mit einem 
Acrylanrid-Molekul funktionalisiert werden. Eine solcherart 
funktionalisierte Nukleinsauresonde kann bei der Herst el- 
lung eines Polyacrylamidgels durch Copolymerisation im- 60 
mobilisiert werden. Dies kann an einer bestimmten Position 
in einem Plattengel oder einer Kapillare erfolgen. Eine zu 
untersuchende Probe, die Nukleinsauremolekulc mit. den 
unterschiedlichsten Sequenzen enthalten kann, wird dann 
untcr nicht-dcnaturicrcndcn Bcdingungcn im Gel aufgc- 65 
trennl. Das Vorhandensein eines den Zielsequenz-Abschnitt 
aufweisenden Nukleinsauremolekuls zeigt sich durch ein 
entsprechendes Signal an der Position der immobilisierten 
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Nukleinsauresonde in Gel. AnschlieBend kann das den Ziel- 
sequenz-Abschnitt aufweisende Nukleinsauremolekuls z. B. 
durch Ausschneiden aus dem Plattengel gezielt isolicrt wer- 
den. 

5 Der Schleifenabschnitt muB lang genug sein, um bei Hy- 
bridisierung mil dem Zielsequenz-Abschnitt die Hybridisie- 
rung der beiden Stielabschnitte aufzulosen. Er muB anderer- 
seits aber nur genau so lang sein, daB eine eindeutige Identi- 
fizierung des Zielsequenz-Abschnitts gegeben ist. Vorteil- 
10 hafterweise umfaBt daher der Schleifenabschnitt 8 bis 50 
Nukleoside. 

Die beiden Stielabschnitte mussen mindestens so lang 
sein, daB eine zuverlassige Hybridisierung auftreten kann. 
Andererseits sollte die Hybridisierung der beiden Stielab- 
schnitte jedoch im Falle der Hybridisierung des Schleifen- 
abschnitts mit dem Zielsequenz-Abschnitt aufgelost wer- 
den. Die Starke der Hybridisierung laBt sich durch die 
Langc der beiden Stielabschnitte bccinflusscn. Vorteilhafter- 
weise umfaBt daher der erste Stielabschnitt 3 bis 8 Nukleo- 
side und der zweite Stielabschnitt mindestens so viele Nu- 
kleoside wie der erste Stielabschnitt. 

Als Fluorophore eignen sich prinzipiell alle bekannten 
Farbstoffmolekulc, speziell aber Rhodamin- und Phenoxa- 
zin-Farbstoffe. Letztere sind gut koppelbar und photostabil. 
Ein weiterer Vorteil des Einsatzes von Rhodamin- oder Phe- 
noxazin-Farbstoffen besteht darin, daB als Anregungslicht- 
quelle fur eine Fluoreszenzdetektion kleine und billige Dio- 
den laser eingesetzt werden konnen. 

Das erfindungsgemaBe farbstoffmarkierte Oligonukleotid 
kann vorteilhaft zum Markieren eines einen Zielsequenz- 
Abschnitt aufweisenden Nukleinsauremolekuls in einer Lo- 
sung verwendet werden, wobei das farbstoffmarkierte Oli- 
gonukleotid mit dem Nukleinsauremolekul hybridisiert. 

Das erfindungsgemaBe farbstoffmarkierte Oligonukleotid 
ist auBerdem besonders zum Nachweis eines einen Zielse- 
quenz-Abschnitt aufweisenden Nukleinsauremolekuls in ei- 
ner Losung geeignet. Dazu wird das Nukleinsauremolekul 
mit einem erfindungsgemaBen farbstoffmarkierten Oligonu- 
kleotid markiert. Zur Stabilisierung des Doppelstrangs aus 
Sonde und Nukleinsauremolekul und zur Verbesserung der 
Loscheffizienz zwischen Quencher und Fluorophor wird 
nach der Hybridisierung und vor der Aufnahme eines Nach- 
weissignals der pH-Wert der Losung auf Werte zwischen 2 
und 4 eingestellt. Um zu vermeiden, daB sich Intensitats- 
schwankungen, beispielsweise aufgrund von Inhomogenita- 
ten der Losung, auf die MeBergebnisse auswirken, kann die 
Fluoreszenz des Fluorophors derart angeregt und detektiert 
werden, daB dessen Fluoreszenzabklingverhalten erfaBt 
wird. 

Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den 
Unteranspriichen gekennzeichnet. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Ausfiih- 
rungsbeispielen naher erlautert, die in den Figuren schema- 
tisch dargestellt sind. Gleiche Bezugsziffern in den einzel- 
nen Figuren bezeichnen dabei gleiche Elemente. Im einzel- 
nen zeigen: 

Fig. 1 ein farbstoffmarkiertes Oligonukleotid, bei dem die 
Stielabschnitte aneinander hybridisiert sind; 

Fig. 2 das farbstoffmarkierte Oligonukleotid geniaB Fig. 
1, wobei der Schleifenabschnitt an einem Nukleinsauremo- 
lekul hybridisiert ist; 

Fig. 3 ein zweites Ausfuhrungsbeispiel eines farbstoff- 
markierten Oligonukleotids, bei dem die Stielabschnitte an- 
einander hybridisiert sind; 

Fig. 4 das farbstoffmarkierte Oligonukleotid geniaB Fig. 
3, wobei der Schleifenabschnitt an einem Nukleinsauremo- 
lekul hybridisiert ist; und 

Fig. 5 ein drittes Ausfuhrungsbeispiel eines farbstoffmar- 



INSDOCtD: <DE_J9858588A1_L> 



DE 198 58 

5 

kierten Oligonukleoiids, bei dein die Stielabschnitte anein- 
ander hybridisiert sind; 

Fig. 6 das farbsioffntarkierte Oligonukleolid gemaB Fig. 
5, wobei der Schleifenabschnitt an eineni Nukleinsauremo- 
iekul hybridisiert ist; und 5 

Fig. 7 eine schematische Darstellung der nioglichen Zu- 
standsanderungen beini photoinduzierten Elektronentrans- 
fer. 

In den Figuren bezeichnen die Buchstaben A, C, G und T 
die Nukleoside Adenosin, Cytidin, Guanosin und Thyniidin. 10 

Im folgenden sei der phoioinduzierte Elektronentransfer 
anhand von Fig. 7 kurz erlautert. Dargestellt isl die Fluores- 
zenzloschung eines angeregten Farbstoff-Molekuls F* 
durch eine Nukleosid N. Die schwarzen Kreise reprasentie- 
ren Elektronen. Es sind jeweils das HOMO (highest occu- 15 
pied molecular orbital) und das LUMO (lowest unoccupied 
molecular orbital) eingezeichnet. Das HOMO ist das ener- 
gctisch hochstc, im clcktronischcn Grundzustand bcsctztc 
Molekulorbital. Das LUMO ist das energetisch niedrigste, 
ini elektronischen Grundzustand unbesetzte Molekulorbital; 20 
es ist i.d.R. das Molekulorbital, das im ersten angeregten 
Zustand besetzt wird. 

Prinzipiell gibt es zwei Moglichkeiten der Fluoreszenzlo- 
schung durch photoinduzierten Elektronentransfer. Im in 
Fig. 7 links dargeslelllen Fall wirkt das Nukleosid N als 25 
Elektronenspender (Donor). Nach Anregung des Fluoro- 
phors F* geht ein Elektron vom doppelt besetzten HOMO 
des Nukleosids zum nun einfach besetzen HOMO des Fluo- 
rophors F* uber (1). Es kommt zu einer Reduktion des ange- 
regten Fluorophors F* durch das Nukleosid N. Das Elektron 30 
im LUMO des Fluorophors kann anschlieBend zum nun ein- 
fach besetzten HOMO des Nukleosid N ubergehen (2). Die- 
ser Fall tritt zwischen Guanosin und Rhodamin-Molekulen 
auf. 

Im in Fig. 7 rechts dargestellten Fall wirkt das Nukleosid 35 
N als Elektronenakzeptor (Akzeptor). A us dem einfach be- 
setzten LUMO des angeregten Fluorophors F* geht das dort 
befindliche Elektron zum unbesetzten LUMO des Nukleo- 
sids N uber (3) . Es kommt zu einer Oxidation des angereg- 
ten Fluorophors F* durch das Nukleosid N. Das Elektron im 40 
LUMO des Nukleosids kann anschlieBend zum HOMO des 
Fluorophors zuruckkehren (4). 

In beiden Fallen kann das Elektron nach dem Elektronen- 
transfer nicht mehr aus dem LUMO des angeregten Fluoro- 
phors F* durch Aussenden eines Photons in das HOMO zu- 45 
riickkehren. Der erste angeregte Zustand wurde slrahlungs- 
los deaktiviert. Die Fluoreszenz ist geloscht. 

Fig. 1 zeigt ein Oligonukleolid 10, an dessen einem Ende 
ein Fluorophor 12 gekoppelt ist. Das Oligonukleolid 10 be- 
stent aus einem ersten Stielabschnitt 14, einem zweiten 50 
Stielabschnitt 16 und einem Schleifenabschnitt 18. Die Se- 
quenz des ersten Stielabschnitts 14 besteht aus 6 Nukleosi- 
den, die alle Cytidine sind. Die Sequenz des zweiten Stielab- 
schnitts 16 besteht aus mindestens 6 Guanosinen. 

Dadurch konnen der erste Stielabschnitt 14 und der 55 
zweite Stielabschnitt 16 aneinander hybridisieren und das 
Oligonukleolid 10 in eine Stiel-Schleifen-Struktur fallen. 
Die genaue Lange des zweiten Stielabschnitts ist unerheb- 
lich, sofem er mindestens so viele Nukleoside aufweisU wie 
der erste Stielabschnitt. 60 

Im folgenden wird auf Fig. 2 Bezug genommen. Die Se- 
quenz des Schleifenabschnitts 18 ist derart gewahit, daB das 
Oligonukleolid 10 als Sonde fur ein spezifisches Nuklein- 
sauremolekul 20 dienen kann. In der Regel ist die Schleifen- 
scqucnz komplcmcntar zur Sequenz cincs Ziclabschnitts des 65 
Nukleinsauremolekiils 20. Werden das Oligonukleolid 10 
und das Nukleinsauremolekul 20 zusammen in eine Losung 
gegeben, so hybridisiert der Schleifenabschnitt 18 am Ziel- 
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sequenz- Abschnit t des Nukleinsauremolekuls 20. Dadurch 
lost sich die Hybridisierung zwischen den beiden Stielab- 
schnitten 14, 16. Infolgedcssen vergroBert sich der Abstand 
zwischen dem Fluorophor 12 und den Guanosinen des zwei- 
ten Stielabschnitts 16. Letztere wirken nicht mehr fluores- 
zenzloschend auf den Fluorophor 12, dessen Fluoreszenz 
somit beobachtet werden kann. Ein Anstieg der Fluoreszenz 
des Fluorophors 12 erlaubt daher qualitative und quantita- 
tive Aussagen uber das Vorliegen des Nukleinsauremolekuls 
20. 

Der Zielsequenz-Abschnitt auf dem Nukleinsauremole- 
kul 20 wird bei diesem Ausfuhrungsbeispiel derart gewahit, 
daB der erste Stielabschnitt 14 bei Hybridisierung des 
Schleifenabschnitts 18 nicht mil dem Nukleinsauremolekul 
20 hybridisierl. Dadurch wird die Nahe zu irgendwelchen 
Guanosinen auf diesem Abschnitt des Nukleinsauremole- 
kuls 20 prinzipiell vermieden. In Fig. 2 erkennt man jedoch, 
daB der zwcitc Stielabschnitt 16 bcispiclswcisc tcilwcisc auf 
dem Nukleinsauremolekul hybridisieren kann. 

Im folgenden wird auf Fig. 3 Bezug genommen. Fig. 3 
zeigt ein zweites Ausfuhrungsbeispiel eines farbstoffmar- 
kierten Oligonukleotids 10, das im wesentlichen mil dem 
Oligonukleolid gemaB Fig. 1 ubereinstimmt. Das Oligonu- 
kleolid gemaB Fig. 3 weist jedoch im ersten Stielabschnitt 
14 als lunftes Nukleosid - gezahlt vom Ende her - ein Thy- 
midin auf. Der zweite Stielabschnitt weist als neuntes Nu- 
kleosid - ebenfalls vom Ende her gezahlt - ein Adenosin 
auf. Im hybridisierten Doppelstrang kommt es zwischen 
dem Adenosin und dem Thymidin zur Basenpaarung. Die 
Cytidine und Guanosine konnen dann nicht gegeneinander 
versetzt hybridisieren. Dadurch ist gewahrleisteU daB an ei- 
nem Ende ein Guanosin-Uberstand resultiert, der die L6- 
schung des Fluorophors begiinstigt. 

Fig. 4 zeigt das Oligonukleolid 10 gemaB Fig. 3 an einem 
Nukleinsauremolekul 20 hybridisiert, das einen Zielse- 
quenz-Abschnitt aufweist, dessen Sequenz komplementar 
zur Schleifensequenz ist. 

Im folgenden wird auf Fig. 5 Bezug genommen. Fig. 5 
zeigt ein zweites Ausfuhrungsbeispiel eines farbstoffmar- 
kierten Oligonukleotids 22 mil einem ersten Stielabschnitt 
24 und einem zweiten Stielabschnitt 26. Der zweite Stielab- 
schnitt 26 weist genau 6 Nukleoside auf, von denen das end- 
standige Nukleosid ein modifiziertes Adenosin ist, genauer 
gesagt 7-Deaza- Adenosin. Dies ist in den Fig. 5 und 6 mil A' 
bezeichnet. Entsprechend befindet sich an der im hybridi- 
sierten Zustand der beiden Stielabschnitte 24, 26 dem 7- 
Deaza-Adenosin gegeniiberliegenden Stelle des ersten Stiel- 
abschnitts 24 ein Thymidin. An das Thymidin ist der Fluo- 
rophor 12 gekoppelt. 

Fig. 6 zeigt das Nukleinsauremolekul 20 gemaB Fig. 2, an 
welches das als Sonde dienende farbstoffmarkierte Oligonu- 
kleolid 22 gemaB Fig. 5 hybridisiert ist. Die Fig. 2 und 6 un- 
terscheiden sich nur dahingehend, daB die Stielabschnitte 
14, 16 bzw. 24, 26 unterschiedliche Sequenzen aufweisen, 
Der erste Stielabschnitt 24 hat in den Fig. 5 und 6 eine Se- 
quenz, die eine Hybridisierung des ersten Stielabschnitts 24 
mil einem an den Zielsequenz-Abschnitt angrenzenden Ab- 
schnitt des Nukleinsauremolekuls 20 ermoglicht. 

Der Zielsequenz-Abschnitt und die zugehorige Sequenz 
des Oligonukleotids 22 konnen in der folgenden Weise be- 
st im ml werden: 

a) Auf dem Nukleinsauremolekul 20 wird ein Adeno- 
sin gesucht, bei dent sich unter den jeweils 4, links und 
rechts benachbarten Nuklcosidcn weder Cytidin noch 
Guanosin befindet. 

b) In Verlangerung dieses Adenosins z. B. in 5'-Rich- 
tung des Nukleinsauremolekuls 20 urn mindestens 9 
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Nukleoside wird eine Sequenz gesuchl, die das Nukle- 
insauremolekul 20 eindeutig kennzeichnet. 

c) Die Oligonukleotidsequenz 22 wird zu dieser Se- 
quent koniplementar gebildet. Dabei bilden die erslen 
3 bis 6 Nukleoside am 5 -Ende der Oligonukleotidse- 
quenz die erste Slielsequenz 24. 

d) Die zweite Slielsequenz 26 wird auf die folgende 
Weise gewonncn: Es wird gepruft, ob es am 3-Ende 
der Oligonukleotidsequenz 

da) 3 bis 6 intramolekular ausschlieBlich zur er- 
sten Slielsequenz komplementare Nukleoside 
gibt, und ob 

db) das 3'-terminale Nukleosid Adenosin ist. 

1st dies der Fall, so bilden diese 6 Nukleoside die zweite 15 
Slielsequenz 26. 

Ist dies nicht der Fall, so wird die Oligonukleotidsequenz 
um 3 bis 6 Nukleoside dcrart vcrlangcrt, daB sich 3 bis 6 in- 
tramolekular ausschlieBlich zur erste n Slielsequenz komple- 
mentare Nukleoside mil 3-terminalem Adenosin ergeben. 20 
(Sollte dies nicht moglich sein, da sich z. B. die Sequenz des 
erslen Stielabschnitts innerhalb der Zielsequenz wiederholl, 
muB ein anderes Adenosin gemaB Schritt a) gesucht wer- 
den.) 

Das 3'- terminate Adenosin wird bei der Syn these des Oli- 25 
gonukleotids durch 7-Deaza- Adenosin ersetzt. 

(Die minimale Zahl von 9 Nukleosiden in Schritt. b) ergibt 
sich aus der minimalen Lange der Oligonukleotidsequenz 
bestehend aus 3 Nukleosiden fur die beiden Stielsequenzen 
24, 26 und mindestens 4 Nukleosiden fur den Faltungsab- 30 
schnitt des Oli gonukleotids.) 

Man sieht an diesem Beispiel, daB sich die Schleifen- und 
Stielabschnitte auch uberlappen konnen, und daB das farb- 
stoffmarkierte Oligonukleotid 22 auch vollstiindig auf dem 
Nukleinsauremolekul 20 hybridisieren kann. 35 

Prinzipiell kann der Farbstoff sowohl an das 3'-Ende als 
auch an das 5'-Ende des Oligonukleotids gekoppelt werden. 
Hierzu stehen die folgenden Moglichkeiten zur Verfugung: 

(a) bekannte Modifikation eines Endes des Oligonu- 40 
kleotids mil einer Aminfunklion, z. B. durch einen C6- 
Aminolinken und anschlieBende Ankopplung des 
Farbstoff s an das modifizierte Ende uber eine aktivierte 
Carboxylfunktion. 

(b) synthetischer Einbau eines aminomodi fizierten 45 
Nukleotids beim Aufbau des Oligonukleotids, z. B. in 
einem Synthesizer, und anschlieBende Ankopplung des 
Farbstoffs an das aniinoniodifizierte Nukleotid uber 
eine aktivierte Carboxylfunktion. 

(c) synthetischer Einbau des Farbstoffs als Phosphora- 50 
midit wahrend der Oligonukleotid-Synthese. 

Zur Optimierung der Loscheffizienz muB einerseits der 
durch die Hybridisierung gebildete Doppelstrang moglichst 
stabil sein. Dies wird in bekannter Weise durch Einstellen 55 
geeigneler Salxkonzentrationen erreicht, Andererseits kann 
aber auch der pH-Wert einen drastischen EinfluB auf die 
Loscheffizienz haben, etwa bei Verwendung eines Rhoda- 
inin-Farbstoffs, der eine freie Carboxylgruppe tragi, z. B. 
Tetramcthylrhodaniin. Durch die Protonierung der freien 60 
Carboxylfunktion im sauren Medium wird die AbstoBung 
zwischen dem Farbstoff und den Phosphatgruppen der Nu- 
kleotidc verringert. Letzteres fiihrt zu einem geringeren Ab- 
stand zwischen Farbstoff und Nukleotiden bzw. Nukleosi- 
den und damit zu cincr starkcrcn Fluorcszcnzloschung. Bei 65 
Verwendung geeigneter Farbstoff e wird daher der pH-Wert. 
vor Aufnahrne eines Nachweissignals auf ca. 3 eingestellt. 

Zum Nachweis des Nukleinsauremolekuls wird die Fluo- 
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reszen/ des Fluorophors vorzugsweise mil zeitkorrelierleni 
Einzelphotonenzahlen nachgewicsen (D.V. O'Connor und 
D. Phillips, "Time-correlated single photon counting", Ada- 
ceniic Press, Tendon, 1984) . Neben der besonders hohen 
5 Empfindlichkeit. bietet diese spektroskopische Technik den 
Vorteil, daB mil ihrer Hilfc das Fluoreszenzabklingverhalten 
des Fluorophors 12 beobachtet werden kann. Dieses hat sich 
als verlaBlicheres Kriterium zum Nachweis der Fluoreszenz 
des Fluorophors 12 und damit des Nukleinsauremolekuls 20 
10 erwiesen als eine einfache Intensitatsniessung. Intensitats- 
schwankungen, beispielsweise aufgrund von Inhomogenita- 
len der Losung, wirken sich dadurch nicht auf die MeBer- 
gebnisse aus. 

Im Rahmen der Erfindung sind zahlreiche Abwandlungen 
und Weiterbildungen der beschriebenen Ausfiihrungsbei- 
spiele verwirklichbar. So muB beispielsweise der Fluoro- 
phor 12 nicht unmittelbar an demjenigen Nukleosid gekop- 
pelt sein, das dem Qucnchcr-Nuklcosid im hybridisicrtcn 
Zustand gegenuberliegt. Der Abstand zum erstgenannten 
Nukleosid muB nur hinreichend klein sein, um eine brauch- 
bare Fluoreszenzloschung durch das Quencher-Nukleosid 
hervorzurufen. Auch miissen der Schleifenabschnitt 18 und 
die Stielabschnitte 14, 16, 24, 26 nicht unmittelbar aneinan- 
der grenzen. Sie konnen durch weitere, kurze Sequenzab- 
schnilte voneinander gelrennt sein. Die Sequenz des Zielab- 
schnitts und damit die komplementare Sequenz des Schlei- 
fenabschnitts 18 sind prinzipiell beliebig. AuBerdem kann 
das Nukleinsauremolekul 20 ausschlieBlich aus dem Zielse- 
quenz-Abschnitt bestehen. 

Paten tan spruche 

1. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid zum Markieren 
eines einen Zielsequenz-Abschnitt aufweisenden Nu- 
kleinsaureniolekiils, wobei das farbstoffmarkierte Oli- 
gonukleotid folgende Komponenten aufweist: 

- einen Schleifenabschnitt, der eine zur Zielse- 
quenz im wesentlichen komplementare Schleifen- 
sequenz aufweist; 

- einen an einem Ende des Schleifenabschnitts 
angeordneten erslen Stielabschnitt mil mindestens 
drei Nukleosiden; 

- einen am anderen Ende des Schleifenabschnitts 
angeordneten zweiten Stielabschnitt mit minde- 
stens drei Nukleosiden, wobei die beiden Stielab- 
schnitte aneinander hybridisieren konnen; und 

- einen Fluorophor, der an einer Position des er- 
slen Stielabschnitts gebunden ist; 
dadurch gekennzcichnet, 

daB der zweite Stielabschnitt mindestens ein 
Quencher-Nukleosid aufweist, welches die Fluo- 
reszenz des Fluorophors bei hinreichender raumli- 
cher Nahe zwischen Fluorophor und Quencher- 
Nukleosid durch photoinduzierten Elektronen- 
transfer loscht; 

wobei die Sequenz des erslen Stielabschnitts und 
die Position des Fluorophors derart gewahlt sind, 
daB im hybridisierten Zustand der beiden Stielab- 
schnitte eine filr eine Fluoreszenzloschung hinrei- 
chende raumliche Nahe zwischen dem Fluorophor 
und dem Quencher-Nukleosid vorliegt, und 
daB bei Hybridisierung des Schleifenabschnitts 
mit dem Zielsequenz-Abschnitt und Aurlosung 
der Hybridisierung der Stielabschnitte keine Fluo- 
reszenzloschung des Fluorophors auf trill. 

2. FarbstolTmarkiertes Oligonukleotid nach Anspruch 
K dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein Quen- 
cher-Nukleosid Guanosin oder7-Deaza-Guanosin oder 
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7-Deaza-Adenosin ist. 

3. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach Anspruch 
1 oder 2 y dadurch gckennzeichnet, daB der erste Siicl- 
abschnitt derart gewahlt ist, da6 bei Hybridisierung dcs 
Schleifenabschnitts mil. deni Zielsequenz-Abschnitt 5 
des Nukleinsauremoiekuls auch der erste Stielabschnitt 
mil. eineni Abschnitt des Nukleinsauremoiekuls hybri- 
disiert. 

4. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gckennzeichnet, 10 
daB der erste Stielabschnitt am 5'-Ende des Schleifen- 
abschnitts angeordnet isl; und 

daB der Fluorophor terminal am endstandigen Nukleo- 
sid des ersten Suelabschnitts gekoppelt isl. 

5. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 15 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 

daB der erste Slielabschnilt am 3'-Ende des Schleifen- 
abschnitts angeordnet ist; 

daB der Fluorophor tenninal am endstandigen Nukleo- 
sid des ersten Suelabschnitts gekoppelt ist; und 20 
daB das 5'-Ende des zweiten Stielabschnitts fur eine 
Immobilisierung funktionalisiert ist. 

6. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach Anspruch 
5, dadurch gekennzeichnet, daB das 5-Ende des zwei- 
Len SLielabschnitts mil einem Acrylamid-Molekiil 25 
funktionalisiert ist. 

7. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 
Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB der 
Schleifenabschnitt 8 bis 50 Nukleoside umfaBt. 

8. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 30 
Anspruche 1 bis 7 7 dadurch gekennzeichnet, daB der er- 
ste Stielabschnitt maximal 8 Nukleoside umfaBt. 

9. Farbstoffmarkiertes Oligonukleotid nach einem der 
Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Fluorophor ein Rhodamin- oder Phenoxazin-Farbstoff- 35 
molekul aufweist. 

10. Verwendung des farbstoffmarkierten Oligonukleo- 
tids nach eineni der Anspruche 1 bis 9 zum Markieren 
eines einen Zielsequenz-Abschnitt aufweisenden Nu- 
kleinsauremoiekuls in einer Losung, wobei das farb- 40 
stoffmarkieile Oligonukleotid mil dem Nukleinsaure- 
molekiil hybridisiert. 

11. Verfahren zum Nachweisen eines einen Zielse- 
quenz-Abschnitt aufweisenden Nukleinsauremoiekuls 

in einer Losung, 45 
wobei zum Markieren des Nukleinsauremoiekuls das 
Verfahren nach Anspruch 10 ausgefiihrt wird; und 
wobei nach der Hybridisierung und vor der Aufnahme 
eines Nachweissignals der pH-Wert der Losung auf 
Werte zwischen 2 und 4 eingestellt wird. 50 

12. Verfahren zum Nachweisen eines einen Zielse- 
quenz-Abschnitt aufweisenden Nukleinsauremoiekuls 
in einer Losung, 

wobei zum Markieren des Nukleinsauremoiekuls das 
Verfahren nach Anspruch 10 ausgefiihrt wird; und 55 
wobei danach die Fluoreszenz des Fluorophors derart 
angeregt und detektiert wird, daB dessen Fluoreszenz- 
abklingverhalten erfaBt wird. 
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